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論文内容要旨
肺胞蛋白症は、肺胞内に肺胞サーファクタントが貯留する、稀な難治性疾患である。肺胞サーフ
ァクタントは肺の恒常性の維持に必須の因子であり、 2 型肺胞上皮細胞により分泌され、肺胞マク
ロファージに貧食・処理されることで量の調節が行われている。肺胞マクロファージの機能的成熟
には GM-CSF シグナルが必須であると知られている。肺胞蛋白症では、 GM-CSF 経路の破綻によ
って肺胞マクロファージの機能が成熟できず、肺胞サーファクタントが貯留すると考えられている。
しかし、肺胞蛋白症の中には、 GM-CSF 経路に異常を認めず 発症機序が明らかとなっていない肺
胞蛋白症も多く存在し、その全容は明らかではない。
本研究では、 B 細胞特異的とされてきた転写因子 Bach2 がマウスにおける肺胞蛋白症の発症に関
与していることを発見した。 Bach2 遺伝子欠損マウスは肺胞蛋白症様の組織所見を呈し、肺胞内に
サーファクタントプロテインが貯留していることが分かつた。また、 Bach2 は、 2 型肺胞上皮細胞
では発現を認めないが、肺胞マクロファージでは発現していることを明らかにした口 Bach2 遺伝子
欠損肺胞マクロファージは貧食能と脂質代謝が低下していたが、 GM-CSF 経路 (GM-CSF 、
GM-CSFRα 、 GM-CSFRß c、 PU.l) は正常であった。 Bach2 による遺伝子制御を明らかにするた
めに、肺胞マクロファージの遺伝子発現プロファイルを調べたところ、脂質代謝、炎症応答および
M2 マクロファージに関わる遺伝子群に大きな変動を認めた。以上より、 Bach2 遺伝子欠損マウス
の肺胞蛋白症の発症機序は、 GM-CSF 経路を介さない、肺胞マクロファージの機能異常が原因であ
ると考えられた。そこで、野生型マウスの骨髄を Bach2 遺伝子欠損マウスに移植したところ、肺胞
蛋白症の発症を抑えること、発症後でも症状を改善させることに成功した。
以上の結果から、 Bach2 は肺胞マクロファージの機能的成熟に必要であり、GM-CSF非依存的に、
肺の恒常性を維持していると考えられた。今後、肺胞マクロファージにおける Bach2 が制御する遺
伝子ネットワークを明らかにすることによって、肺胞蛋白症の病態解明および新たな治療標的を見
つけることができると考えられた。
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肺胞蛋白症は肺胞腔内に肺胞サーファクタントが貯留する難治性呼吸器疾患として知られる。最近日本を中
心に疾患の概念が確立し始められ、抗 GM・CSF 抗体による自己免疫性が約 9 割を占め、それに骨髄異形成症
候群や慢性骨髄性白血病などの血液腫蕩や薬剤性免疫抑制状態、珪粉や毒気の吸入時など、他の疾患に合併し
て発症する続発性肺胞蛋白症が残り 1 割、そして致死率がきわめて高い GM・CSF 受容体や SP-B 、 SP-C の遺伝
子変異が関与するごく稀な先天性、の 3 つに分類される。
本研究は、先行研究ですでに確立されていた転写抑制因子である Bach2の遺伝子欠損マウスが早期より努力
性の呼吸を示し、 1 年以内に死亡してしまうことが分かつていたが、その肺病理所見が肺胞蛋白症患者肺と酷
似することから、 Bach2が肺胞サーファクタント代謝を担う肺胞マクロファージの機能を調節していることを
仮説として掲げ、 Bach2遺伝子欠損マウスにおける肺胞蛋白症の発症機序を明らかにすることで、肺胞蛋白症
および肺胞マクロファージの未知の制御機構を解明することを目的とした。
初めに Bach2遺伝子欠損マウスの肺病変を死亡が確認され始める 16 週齢になるまで観察し、肺胞蛋白症様
の病変によって呼吸不全となることを証明した。肺胞洗浄液中の細胞の比較では、野生型マウスはほとんどが
F4/80+Gr-1 +の肺胞マクロファージであるのに対し、 Bach2遺伝子欠損マウスでは F4/80highGr-1 hゅの、泡沫状を
呈した肺胞マクロファージに加え、 F4/8010wGr・ 1 10w の好酸球、 F4/80negGr-l high の好中球も増加しているのを確認
した。さらに、 Bach2遺伝子欠損マウス肺では産生が充進した肺胞サーファクタントが肺胞腔内に貯留してい
ることを、免疫染色、mRNA，蛋白レベルで確認した。
次に Bach2遺伝子欠損肺胞マクロファージは貧食能および脂質代謝に異常を呈することを、(1)採取した胞
洗浄液細胞をビーズ入りの培地で培養し、ビーズを貧食した肺胞マクロファージの割合および貧食されたビー
ズ数の平均値がどちらも低下していること、 C2) Bach2遺伝子欠損肺胞マクロファージのオイノレ・レッド・ 0
染色で、細胞内に脂質の貯留があること、 C3) Pparyl および LxrαのmRNA レベルは Bach2遺伝子欠損肺胞
マクロファージで上昇するものの Abcal および Abcgl のmRNA レベルはむしろ低下していたこと、などから
示した。 Bach2 遺伝子欠損マウスでは GM-CSF 経路は保たれていることを肺での定量 PCR および肺胞洗浄
液の ELISA で確認できたことから、 Bach2 遺伝子欠損マウスでの肺胞蛋白症の発症に抗体の関与があるかを
検証した。その結果、 Bach2/Blimp-1 2 重欠損マウスは Bach2 遺伝子欠損マウスと同様に発症したことから、
この病態に自己抗体は関与しないことが証明された。
最後に、 Bach2 が関わる遺伝子ネットワークを明らかにするために、野生型および Bach2 遺伝子欠損マウ
スの肺胞マクロファージを用いてマイクロアレイ解析を行ない、さらに定量 PCR でも、単球の遊走因子であ
る Ccl2 瓜1CP-1、好酸球の遊走因子である Ccl24.厄otaxin-2、および好中球の遊走因子である Cxcl1/ KC の
mRNA レベルが上昇傾向にあることを確認した。 Bach2 遺伝子欠損肺胞マクロファージで、分極化に関わる
遺伝子の発現を比較したところ M1マクロファージに関わる遺伝子は、代表的な NOS2 Cnitric oxide synthase 
2)/iNOS を含め、大きな変動は認めず、Il.6 やIl・ 1b などの一部の遺伝子が上昇し、 Cxc110 や Irf5 などの一
部の遺伝子は減少していた。それに対し、M2 マクロファージに関わる遺伝子は代表的なArginase 1 (Arg 1) ゃ
chitinase 3・like 3 (YmI)をはじめ、全般的に上昇傾向を示し、定量 PCR でも、これら代表的な遺伝子の
mRNA レベルの上昇を確認することができたことから、 Bach2 遺伝子欠損肺胞マクロファージは M2 マクロ
ファージ分化傾向にあることを示した。
結論としては Bach2 遺伝子欠損マウスにおける肺胞蛋白症の発症は肺胞マクロファージが原因であり、
Bach2 は肺における正常な肺胞サーファクタント代謝および炎症応答に必須であることが示した。
本研究論文は、初めて続発性肺胞蛋白症の動物モデルを見出し、その発症機序を明確に示し得たもので、博
士(医学)の学位論文として十分に値し、合格と認める。
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